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器官移植的成功造成器官供需之间的严重

失衡 ， 这种形式迫使科学和医学专家们去探索

应用动物器官作为供体器官的可行性。 目前普

遍认为 ，把猪的器官移植给人的异种器官移植

是解决供体器官缺乏的一种可能方案。 然而，

带有血管的猪的器官移植给灵长类动物后会首

先被补体介导的免疫排斥反应迅速地排斥掉，

这一过程叫做超急性排斥反应 (Hyperacute re

jection ,HAR ) [ I ]o HAR 的主要病理变化为血

栓形成 ， 出血和水肿，在器官移植后的几分钟到

几小时内迅速发生，造成移植器官的不可逆性

功能丧失。 它的发生是由于人体内的异种反应

性天然抗性 ( Xenoreactive natural antibodies , 

XNAs)与猪器官血管内皮细胞表面的糖基结构

结合从而引发补体系统的链式激活所致 。

被 XNAs 识别的糖基表位主要是 Galα( 1 ，

3)Gal(gal e纠tope)[2] ，它是由 α(1 ， 3)半乳糖基

转移酶 [ Gal ß 1 , 4GIcNAc3-a-D-galactosyl

transferase , a( 1 ,3)GT;EC 2.4. 1. 51 J在高尔基

体合成的 ， 普遍存在于猪、小鼠及新世纪猴

(New World monkeys) 体内，人、猿及旧世纪猴

(Old Wor1d monkeys)体内由于 α(1 ， 3)GT 基因

的功能丧失而不表达这种抗原结构。 本文就对

近 10 年来 Galα( 1 ， 3 ) Gal 抗原表位的研究作一

综述。

一、 Gala( 1 ,3 )Gal 的合成

Galα( 1 ， 3 ) Gal 存在于很多不同分子的 N

连接 ， 0-连接多糖及糖脂的糖链非还原末端，

是在 α( 1 ， 3)GT 的催化下把半乳糖基以 α1 -3 键

连接到 N-乙酷基乳糖肢的末端而形成。 反应

如下 :

Gal ß1-4GIcNAc-R + UDP-Gal α ( 1 ， 3 )GT 

( N-acety l1actosamine) 

→Gal α 1-3Ga1ß 1-4GIcNAc-R + UDP 
(gal epitope) 

-、 α(1 ， 3)GT cDNA 的克隆

及基因结构

1. cDNA 克隆
小鼠[3 . 4 ] 、 牛 [5 ] 、 猪 [ 6 ， 7 ] 及新世纪猴[8] 的 α

(1 ,3)GT cDNA 均已被克隆，它们的开放阅读

框架编码的蛋白质具有相同的结构域。 α(1 ， 3 )

GT 为一典型 H 型整合膜蛋白，包含一短的胞

质尾区(6 个氨基酸) ， 一个跨膜区(16 个氨基

酸) ， 一个主干区和一个援基末端催化域。 猪、

小鼠、牛及绒猴的 α( 1， 3)GT 在氨基酸序列上

同源性最高的区域就在援基末端，也就是具有

酶催化活性的部位，同源性高达 78% [8] 。

与 α(1 ， 3)GT 相关的一种半乳糖基转移酶

是形成人的 B血型的糖基转移酶，它也催化 以

α 1 -3 键连接的末端半乳糖基的增加 ，但与前者

不同的是它只能以岩藻糖基化的 N-乙酷基乳

糖胶作为半乳糖基的接受体。

2. 基因结构

基因结构研究得最清楚的是小 鼠[ 4 ] 的 α

(1 ， 3)GT 基因，它位于 2 号染色体， 总长 36凶 ，

含有 9 个外显子 ，前 3 个外显子编码 mRNA 的

5'端非翻译序列，后面的 6 个外显子编码整个

蛋白，其中酶的催化活性区域由最后一个外显

子编码，它因此也是基因敲除 (gene knockout) 

的理想靶区 。 猪和小鼠之间， α (1 ， 3 )GT 基因
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的外显子在长度上很保守，只是猪的内含子普

遍比小鼠的长[9J 。

小鼠 α(1 ， 3)GT 至少有 4 种选择性剪接的

同体型(见图 ) [4] ，比较已经发表的序列[6.73] ，

猪体内这样的选择性剪接同体型也不会少于 3

-4 种，而且这种选择性剪接与 α(1 ， 3)GT 的

酶活性息息相关。

ABCDE 

图 小鼠α(1 ， 3)GT基因的结构及选择性剪接方式[4J
A 为基因组结构 ，包含 9 个外显子 ;

B ， C ， D 和 E 为剪接后的 4 种不同mRNA。

与小鼠 α(1 ， 3)GT 基因同源的人的基因组

序列被鉴定为 2 个非连锁假基 因， 一个位于 9

号染色体 q33 - 34 部位，另一个在 12 号染色体

的 q14 一 15 部位[ IO J 。 有趣的是 9 号染色体上

的假基因与形成人的 AB 血型的糖基转移酶基

因连锁 ， 提示这几种糖基转移酶在进化上的相

关性。

表 人和猪血管内皮细胞上的主要糖基表位结构.[13J

人

Galßl -4GlcNAcßl-Rb 

猪

三 、 Galα(1 ， 3)Gal 的表达

在这个问题上人们最关心的是猪体内特别

是猪的血管内皮细胞上 Galα(1 ， 3 )Gal 表位的

表达。 人和猪之间在糖基表位方面的主要差别

就是人表达 ABH 血型抗原，而在这一位置上猪

表达 Galα (1 ， 3)Gal 抗原[ 11 . 1 2J (见表) 。

猪体内的所有血管内皮细胞，包括毛细血

管，小动脉和小静脉都表达 Galα( 1 ， 3)Gal [ II J ，

其中在心脏血管内皮细胞上，尤以毛细血管内

皮细胞的表达最强[ 14 ] ，这里也是异种器官移植

中人体 XNAs 与 Galα (1， 3) Gal 抗原表位相互

作用的最重要部位。 此外， 在一些组织的实质

特别是肝和肾也表达大量的 Galα(1 ， 3 )Gal [ II J 。

肾脏中的表达呈差异性分布，近曲小管表达最

强，其他部分较弱;肝脏的实质与管道表达基本

一致;心肌细胞不表达;肺脏的肺泡内壁和支气

管血管一样表达很强。 成年猪的膜腺组织除血

管和其它管道表达外，内分泌和外分泌组织不

表达。

猪和小 鼠之间在 Galα(1 ， 3 )Gal 表达上有

显著的差异。 总体来讲，小鼠组织细胞上的表

达较猪弱 。 应用特异结合 Galα ( 1 ， 3) Gal 抗原

表位的 FITC (Fluorescein i sothiocyanate) 标记

BS-IB4 凝集素 (Bandeiraea simρLicifoLia 1 

isolectin B4 )检测猪和小鼠的组织，结果小鼠的

肾脏和肝脏与BS-IB4 没有反应，而猪的这两种
器官反应很强。 但是 RT-PCR 的检测结果表

明，小鼠的大多数组织都有 α(1 ， 3)GT mRNA 

的产生[4 J 。

寻找不表达 Galα(1 ， 3 )Gal 的猪也是非常

有价值的工作，但不幸的是目前所有被检测的

世界各地的包括欧洲，亚洲，美洲和澳洲的猪在

血管内皮细胞上都存在 Galα( 1 ， 3)Ga l [ 1 2J 。 没

有这一表位的只有鸟类和爬行动物[ l 5] ，但由于

免疫学和非免疫学上的原因不适用作人的供

体。

四、抗 Galα(1 ， 3 )Gal 抗体

人体 XNAs 中最主要的成分是能特异识别

结合 Galα(1 ， 3)Gal 的抗体，即抗 gal 抗体。 它

是一种多克隆抗体，约 占人血清中 IgG 总量的
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1% ，包含 IgG 4 个亚型，也有 IgM 和 IgA。 由

于人和其它的旧世纪灵长类动物没有 Galα(1 ，

3)Gal 表位，对这个抗原也不是免疫耐受的，因

此在胃肠道微生物抗原的剌激下终生产生能与

Galα( 1 ， 3)Gal 特异结合的抗 gal 抗体，负责这

些抗体的产生者是多达 1% 的循环 B 细胞[ 16 ] 。

在具有 Galα(1 ， 3)Gal 表位的动物组织和细胞

剌激下，这些抗体的产生还会剧烈增加[ 17- 1 9 ] 。

五、延缓型异种移植排斥反应

抗 gal 抗体与 Galα( 1 ， 3 )Gal 之间的相互作

用不仅通过激活补体系统引起 HAR 的发生，

对克服掉 HAR 之后紧接而来的非补体依赖性

的延缓型异 种 移植 排斥反应[20 ] (Oelayed 

xenograft rejection , OXR) 的发生也起重要作

用，这主要是通过抗体依赖的细胞介导细胞毒

作用 (antibocly-dependent cell-mediated cytotoxi

city ， A配C) ，异种移植物细胞表面受体的激活

和俄增强异种特异抗原的免疫原性[ 1 8 ]及内皮

细胞激活[2 1 ， 22 ] 等几种机制 。 NK 细胞直接结

合到猪内皮细胞上的 Galα(1 ， 3) Gal 表位

上[23] ，人 α(1 ， 2)岩藻糖基转移酶在猪血管内

皮细胞中表达后，在降低细胞表面的 Galα(1 ，

3)Gal 抗原表位的同时 也降低了细胞本身对

人 NK 细胞裂解作用的敏感性[24] ，这表明降低

或抑制 Galα (1 ， 3)Gal 的表达或阻碍 NK 细胞

对 Galα( 1 ， 3) Gal 的识别会有助于克服 OXR。

另外，预先存在或诱导产生的抗 gal 抗体也可

通过与 NK 细胞上 Fc 受体的结合而增强这种

细胞性反应。

六、抑制细胞表面 Galα(1 ， 3 )Gal 

表达的不 同途径

抑制或降低猪血管内皮细胞上 Galα(1 ， 3)

Gal的表达是克服异种移植排斥反应发生的重

要一环，目前实现这一 目的的方法主要有以下

几种 。

1.基因敲除

生产不表达 Galα ( 1 ， 3 )Gal 表位的猪显然

对克服异种移植排斥反应是非常有利的 。 可

是 ， 基因敲除这一技术由于猪胚胎干细胞的原

因还不能在猪体中实现，但 α( 1 ， 3)GT 基因敲

除小鼠已成功[25 ， 26 ] 。 这种小鼠不表达 Galα(1 ，

3)Gal ， 而且在具有 Galα(1 ， 3)GaJ 表位的肠道

菌群或兔红细胞膜(Rabbit red bl∞d ceJJ mem

branes)的反复免疫后还能产生抗 gaJ 抗体。 另

外对细胞表面糖基化的影响也不显著[26 ] ， 尽管

由于无 α( 1 ， 3) GT 酶活性而暴露出大量的 N

乙酷基乳糖股残基末端但唾液酸化的程度并

没因此而有增减。 然而在回体 ( ex vivo) 实验

中，α(1 ， 3)GT 基因敲除小鼠心脏用正常人血

清灌注时仍旧发生排斥反应，只是比野生小鼠

延缓发生[25 ] ，这一现象的原因不明 。

2. 反义核酸

可以通过反义 cONA ， 反义寡核昔酸或反

义核酶等几种方式来破坏 α(1 ， 3) GT 的mR

NA[27 ] ，从而抑制 GaJα(1 ， 3 )GaJ 的表达。 其中

在体外 (in vi tro) 实验中，外源性的反义寡核昔

酸使猪内皮细胞上 Galα (1， 3)GaJ 的表达下降

了 40% 。

3. 酶学竞争

这是利用 α(1 ， 3)GT 与其他一些糖基转移

酶具有相同的糖基接受底物 N-乙酌基乳糖胶

从而相互竞争这一底物的原理而设计的。 目前

用来竞争抑制 GaJα(1 ， 3 )Gal 表达的糖基转移

酶主要有以下儿种:

1)α(1， 2)岩藻糖基转移酶[α(1 ， 2 )fu∞syJ 

transferase , a( 1 ， 2) 盯] 这种酶在异种器官

移植中被研究得最广泛[2638 ， 29 ] ，它催化合成人

ABO 血型系统中的前体分子 H 血型抗原。 以

显微注射的方法将 α(1 ， 2 )FT 基因引人小鼠基

因组中，使 H 血型抗原在小鼠血管内皮细胞上

高表达，显著地降低了 GaJα(1 ， 3 ) GaJ 的表

达[26 ， 30 ] 。 而且，在高尔基体内 N-乙酷基乳糖

胶被首先暴露给 α( 1 ， 2 ) FT，然后才接触到 α

(1 ， 3)GT，这更有利于前者对后者的底物竞争。

但是，在小鼠体内 [26 ] α(1 ， 2 )FT 会导致细

胞表面糖基化模式的改变，它不仅降低了 N-乙
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E先基乳糖肢的 α(2 ， 3) 唾液酸化，还暴露了在正

常情况下隐含的抗原，唾液酸化的 Tn 和 Forss

man 抗原。 由于人血清中具有抗这两种抗原的

抗体，这些新暴露出来的抗原也会成为异种移

植排斥反应的诱因 。 在 α( 1 ， 2) FT cDNA 转染

的 CHO(Chinese hamster ovary)细胞上，也发现

α(1 ， 2)FT 的表达对整个细胞糖基化的影

响[3 1 J 0 Sepp 等 [ 32 J利用过表达 α( 1， 2)FT 的猪

内皮细胞系研究了细胞表面 H 血型抗原， Galα

(1， 3)Gal 和其它岩藻糖基化的及唾液酸化的

糖基抗原的表达。 正常情况下 Galα(1 ， 3)Gal ，

α(2 ， 3)-和 α(2 ， 6)-唾液酸化的表位强表达 ，而 2

型 H 血清抗原和Lewi sX 表位表达很弱。

α(1 ， 2)F寸的表达使 H 血型抗原增强了 5 - 8

倍， α(2 ， 3) 和 α(2 ， 6)-唾液酸表位下降了 40%

- 50 % 0 LewisX 表位被降低到背景水平，但作

为一个新生抗原LewisY 的表达被强烈上调。

在血管内皮细胞上表达人 H 血型抗原的

转基因猪已有成功[33 ， 34 ] ，人 H 血型抗原的表

达显著降低了 Galα( 1 ， 3 )Gal 的表达，人 XNAs

对猪血管内皮细胞的反应性和人血清介导的细

胞裂解作用[剑 ，另外，对人单核细胞的勃附和
功能激活也有影响 [35 J 。

2)α(2 ， 3)唾液酸基转移酶[36 J [ α(2 ， 3) si a

lyltransferase , 0(2 ,3 )ST] 它催化 N-乙酌基

乳糖肢的唾液酸化形成N-唾液酸乙酷基乳糖

肢，这是唾液酸化的 LewisX 的结构前体分子。

α(2 ， 3)ST 基因的过表达使猪内皮细胞对人天

然抗体的抗原性下降了 77% ，并且 Galα( 1 ， 3 )

Gal 表位数量的下降同时伴有 α( 1 ， 3 )GT mR

NA 及 α(1 ， 3)GT 酶活性的下降。

3) N-乙耽萄糖脏基转移酶[37 ， 38 ] (N-

acetylglucosaminyltransferase 1lI , GnT 1lI) 
它催化产生二等份的 GIcNAc 残基 ， 是天冬酌

胶连接的寡糖链分支过程中的关键酶。 被转染

进猪内皮细胞系后降低了 Galα( 1 ， 3) Gal 的表

达，人天然抗体和BS-IB4 凝集素对内皮细胞的
结合下降了 70% -80% ， 并对补体介导的细胞

裂解有抑制作用。

4)α(1 ， 3)岩藻糖基转移酶[α( 1 ， 3) fucosy l

transferase , o( 1 ,3) FT]和 α(2 ， 6)唾液酸基转移

酶[ α(2 ， 6) sialyltransferase , 0 (2 , 6) ST] 另

外，这是两种可被用来竞争抑制 Galα(1 ， 3)Gal

表位表达的糖基转移酶 ，不过目前的研究还不

多。

4. 单链抗体

利用细胞内表达的单链 Fv( ScFv)抗体封

闭或调节 α(1 ， 3)GT 的酶活性[ 39] 。 这种针对 α

( 1 ， 3)GT 的抗体已从噬菌体展示库中筛选到，

编码抗体的 cDNA 转染进猪 LLC-PK1 上皮细

胞后抑制了 α(1 ， 3 )GT 的酶活性，并使 Galα( 1 ，

3)Gal 的表达下降了 30 % - 40 % 。

s.α·半乳糖昔酶(α-galactosidase)

应用 α-半乳糖昔酶裂解末端 α 键连接的半

乳糖基也可以降低或清除细胞表面的 Galα(1 ，

3)Gal 抗原表位，用它处理红细胞，淋巴细胞和

内皮细胞后， Galα(1 ， 3 )Gal 的数量显著下降，而

且与人血清的反应性也下降。 在清除 Galα(1 ，

3)Gal 方面，人的 α 半乳糖背酶，大肠杆菌的 α

半乳糖昔酶和咖啡豆 α-半乳糖昔酶都同样有

效。

6. 组合法

上述降低 Ga lα(1 ， 3)Gal 表位的方法都有

各自的局限性，因此常常将不同方法组合应用

以取长补短。最近臼sta 等 [ 40 ]用转基因小鼠模

型比较了儿种组合对 Galα(1 ， 3)Gal 表位表达

及人抗体-补体系统裂解细胞作用的影响 。结果

表明同时表达人补体调控蛋白 CD59和人 α( 1 ，

2) FT 的转基因小鼠在抵抗人血清的裂解作用

方面的能力与 α( 1 ， 3)GT 基因敲除小鼠相同，

但是同时表达人 CD59和 α(1 ， 2 ) FT 的 α(1 ， 3)

GT 基因敲除小鼠并没能进一步增强它对人血

清裂解作用的抵抗力 。这提示生产同时表达人

补体调控蛋白和 α(1 ， 2)FT 的转基因猪是目前

替代猪 α( 1 ， 3)GT 基因敲除的最直接策略。
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目前人体器官移植中供体器官严重缺乏的可能

途径。 尽管已被研究证实造成猪-人之间带血

管器官移植排斥反应的主要原因是猪体内

Galα( 1， 3)Gal 抗原表位的存在 ，并且对此也探

索了各种各样的克服方法，但要得到满意的供

体猪的器官，还需对此进行多方面的更深入的

研究。

摘 要

改造猪的器官移植给人类被认为是解决人

类移植器官供不应求的可能方案，但由于猪和

人在免疫学上的差异使移植到人体的猪的带血

管器官很快被排斥掉 ，本文综述了近十年来对

猪-人之间最重要的差异性抗原表位的研究进

展 。
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